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Desenvolvimento
de sistemas celulares
de peixe adequados
ao estudo da 
mineralização in vitro
ARTIGO
CIENTÍFICO
peixes tem sido prejudicada pelo facto de 
não existirem sistemas celulares para es-
tudos in vitro. Este artigo descreve um pro-
tocolo simples e de baixo custo adequado 
ao desenvolvimento de culturas celulares 
mineralogénicas, derivadas de tecidos cal-
cificados de peixes. O protocolo aqui descri-
to foi aplicado com sucesso ao desenvolvi-
mento das primeiras linhas celulares com 
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Resumo
Os peixes foram recentemente reconheci-
dos como organismos modelo apropriados 
para o estudo da biologia de vertebrados, 
particularmente de processos relacionados 
com a mineralização tecidular e o desenvol-
vimento do esqueleto. Apesar de existirem 
alguns estudos in vivo, a identificação de 
mecanismos associados à calcificação em 
Sistemas celulares derivados de osso de peixe
Abstract
Fish have been recently recognized as a 
suitable model organism to study verte-
brate biology, in particular physiological 
processes such as tissue mineraliza-
tion and skeletal development. Despite 
various studies in vivo, identification of 
mechanisms associated with calcifica-
tion in fish has been largely hampered by 
the lack of suitable in vitro cell systems. 
We describe here a simple and inexpen-
sive protocol to develop mineralogenic 
cell cultures from fish calcified tissues. 
This protocol was successfully used to 
develop the first fish cell lines capable 
of mineralizing their extracellular matrix 
(from the vertebra of gilthead seabream 
Sparus aurata) and, more recently, ap-
plied to develop additional fish mineralo-
genic cell cultures from different fishes. 
We also describe a variety of biochemical 
and histological methods to characterize 
extracellular matrix during in vitro mi-
neralization, in particular mineral de-
position, and a protocol to enhance DNA 
transfer into fish bone-derived cells. Fi-
nally, we present recent expression data 
obtained using these cell lines to further 
demonstrate their suitability to study 
mechanisms of in vitro mineralization.
keywords
In vitro cell system, calcified tissues, 
gilthead seabream (Sparus aurata L.), 
mineralization.
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esqueleto) em peixes zebra que contêm a 
mutação chihuahua (localizada no gene do 
colagénio I (α1)) [6] e a recente identificação 
de mutações em genes relacionados com 
duas síndromes humanas [7] demonstram 
que os peixes são modelos adequados à in-
vestigação de mecanismos que envolvam o 
desenvolvimento do esqueleto e a minerali-
zação tecidular em vertebrados.
Como resultado do crescente interesse pelos 
peixes como modelos (peixe zebra, peixe ba-
lão Japonês, peixe balão verde, fundulo, pei-
xe dourado, etc.), nas últimas décadas foram 
desenvolvidas muitas ferramentas e técni-
cas, incluindo sistemas celulares in vitro. No 
entanto, e apesar de estarem disponíveis vá-
rias linhas celulares, até recentemente ne-
nhuma era derivada de osso ou cartilagem e 
poucas foram efectivamente caracterizadas 
(tendo sido a maioria desenvolvida para tes-
tes de susceptibilidade viral). Assim, conti-
nua a ser necessário o desenvolvimento de 
linhas celulares para o estudo do processo 
de mineralização em peixes.
Desenvolvimento de culturas celulares deri-
vadas de tecidos calcificados de peixe
Actualmente, as únicas linhas celulares deri-
vadas de tecidos calcificados de peixe foram 
desenvolvidas e caracterizadas no nosso la-
boratório (vértebra - VSa13 e VSa16 - e arcos 
branquiais - ABSa15) [8]. Todas são deriva-
das de dourada (Sparus aurata L.), um peixe 
teleósteo marinho, cultivado na maioria dos 
países mediterrânicos e no sul de Portugal 
[9]. De modo a promover o desenvolvimen-
to de novas culturas derivadas de tecidos de 
peixe, adequadas ao estudo dos mecanismos 
moleculares e celulares envolvidos na forma-
ção do osso e do esqueleto, foi recentemente 
publicado um protocolo que descreve a pre-
paração de culturas primárias a partir de 
tecidos calcificados. O protocolo, detalhado 
numa nota técnica por Marques e colabora-
dores [10] e esquematizado na figura 1, é de 
fácil aplicação, económico e eficiente, tendo 
sido aplicado com sucesso na produção de 
linhas celulares de dourada (células VSa13, 
VSa16 e ABSa15, Figura 2). A sua versatili-
dade permite a aplicação a outras espécies 
e tecidos, sendo apenas necessário o ajuste 
de alguns parâmetros, tais como tempos de 
digestão, temperatura e meio de cultura das 
células. Este protocolo foi também utilizado 
recentemente com sucesso no desenvolvi-
mento de culturas primárias de tecidos cal-
cificados de esturjão, salmão e peixe zebra 
(resultados não publicados).
As referidas três linhas celulares, derivadas 
de tecidos calcificados de dourada, exibem 
um fenótipo estável e homogéneo, apre-
sentando uma morfologia poligonal quando 
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s mo-
dified Eagle medium, Figura 2) e compor-
tam-se como células imortalizadas. Trans-
formações espontâneas das células de 
uma cultura primária são comuns em al-
gumas espécies [11], bem como em peixes 
[12, 13]. Estas linhas celulares estão bem 
adaptadas a meios padrão (DMEM ou meio 
L15) suplementados com soro de mamífe-
ro (10% de soro fetal bovino), o que diminui 
capacidade de mineralizar a sua matriz ex-
tracelular (a partir de vértebra de dourada) e, 
mais recentemente, ao desenvolvimento de 
outras culturas celulares mineralogénicas 
derivadas de diferentes espécies de peixes. 
Descrevem-se igualmente alguns métodos 
bioquímicos e histológicos utilizados para 
caracterizar a matriz extracelular durante o 
processo de mineralização in vitro, em parti-
cular para detectar a deposição de minerais, 
bem como um protocolo mais eficiente para 
introdução de DNA exógeno em linhas celu-
lares derivadas de osso de peixe. Finalmen-
te, apresentamos dados de expressão gené-
tica obtidos utilizando as células que aqui 
descrevemos, mais uma vez demonstrando 
a sua capacidade para estudar os mecanis-
mos de mineralização in vitro.
Palavras-chave
Sistemas celulares in vitro, tecidos calcifi-
cados, dourada (Sparus aurata L.), minera-
lização.
Os peixes no estudo da mineralização em 
vertebrados
Por partilharem com os mamíferos um ele-
vado número de características importan-
tes, nomeadamente a composição e morfo-
logia de órgãos e sistemas e ainda muitos 
mecanismos fisiológicos e bioquímicos, 
assim como por apresentarem várias 
vantagens técnicas (fertilização e desen-
volvimento externos, rápido crescimento, 
fácil manutenção em laboratório) [1-3], os 
peixes tornaram-se um modelo adequado 
para o estudo do desenvolvimento em ver-
tebrados, representando uma alternativa 
importante aos sistemas mamíferos [4, 
5]. A identificação de um tipo de patologia 
próxima da osteogenesis imperfecta hu-
mana (que origina deformações severas no 
Figura 1. Representação esquemática do protocolo 
utilizado na obtenção de culturas celulares deriva-
das de tecidos calcificados de peixes.
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de mineralização (Figura 3), constituindo 
assim uma ferramenta importante no estu-
do dos mecanismos envolvidos no processo 
de calcificação [8]. Na figura 3 encontram-
se ilustrados alguns exemplos de técnicas 
histológicas e bioquímicas utilizadas na 
análise do processo de mineralização in vi-
tro, comparando com a situação controlo. 
Estas metodologias têm-se revelado fun-
damentais no estudo dos efeitos de facto-
res externos (expressão genética alterada, 
xenobióticos ou fármacos, por exemplo) 
durante a mineralização [20, 21].
Introdução de DNA exógeno em células deri-
vadas de tecidos calcificados
O aumento da informação genética dispo-
nível em bases de dados on-line resultan-
te da massiva sequenciação genómica e o 
progresso de técnicas bioinformáticas, com 
a possibilidade de análises genéticas in sili-
co, têm permitido atribuir possíveis funções, 
anteriormente desconhecidas, a inúmeros 
genes. É, no entanto, essencial complemen-
tar esta informação com análises funcionais, 
sendo na maioria dos casos necessário o uso 
de sistemas celulares in vitro.
A produção de clones derivados de uma 
linha celular inicial, bem como estudos 
de genética transcripcional, são duas das 
aplicações das transfecções e dependem 
bastante da eficiente transferência de DNA 
em células alvo [22]. Este processo é par-
ticularmente delicado no caso das linhas 
celulares derivadas de osso, reconheci-
das como sendo especialmente difíceis 
de transfectar. Existem vários métodos de 
transfecção e a eficiência da transfecção 
varia consideravelmente, consoante o tipo 
celular e o reagente utilizado. Alguns dos 
métodos de transfecção mais utilizados são: 
processo de mineralização in vitro, desde a 
diferenciação das células em cultura até à 
produção de minerais de hidroxiapatite, pode 
ser avaliado ao longo do tempo através da 
utilização de métodos bioquímicos e histo-
lógicos que detectam a quantidade de cálcio 
ou de fosfato depositado (Tabelas 1 e 2). 
Adicionalmente, é também possível avaliar 
a presença e o papel de alguns dos mar-
cadores moleculares determinantes para o 
processo de calcificação (Tabelas 1 e 2).
As células VSa13 (bem como as VSa16 e 
ABSa15) têm a capacidade de mineralizar a 
sua ECM quando cultivadas em condições 
drasticamente os custos associados à ma-
nutenção de células (o soro de peixe está 
disponível comercialmente mas é cerca de 
40 vezes mais caro) e permite uma compa-
ração directa com estudos realizados em 
células de mamíferos [14-17].
Mineralização da matriz extracelular de célu-
las derivadas de tecidos calcificados
A biomineralização é o processo através do 
qual cristais de minerais são depositados 
de forma organizada nos organismos vi-
vos [18]. Nas últimas décadas foram feitos 
muitos avanços no que respeita ao controlo 
dos processos de mineralização, no entanto 
ainda persistem inúmeras questões, espe-
cialmente no que se refere a este processo 
em organismos vertebrados. As células as-
sociadas ao osso (osteoblastos) e à cartila-
gem (condrócitos), são caracterizadas pela 
sua capacidade de produzir e depositar mi-
nerais de hidroxiapatite, compostos por cál-
cio e fosfato, na matriz extracelular (ECM). A 
indução da mineralização in vitro neste tipo 
de linhas celulares é promovida pelo suple-
mento do meio de cultura com uma fonte de 
fosfato (normalmente β-glicerofosfato numa 
concentração que varia entre 2 e 10 mM) e 
ácido ascórbico (50-100 µg/ml). Em linhas 
celulares derivadas de osso de peixe, como 
aquelas aqui descritas, o meio de cultura é 
ainda suplementado com 4 mM de cloreto de 
cálcio. Uma possível explicação para esta ne-
cessidade baseia-se no facto do organismo 
dador ser um peixe marinho cujo ambiente 
natural é rico em cálcio (400-420 mg/L), o 
que o levaria a necessitar de um maior es-
tímulo para iniciar a mineralização [8, 19]. O 
Figura 2. Micrografias de contraste de fase de células derivadas de vértebra, VSa13 e VSa16, e de arcos branquiais 
de dourada, ABSa15, cultivadas em meio DMEM suplementado com FBS (10%). A barra representa 100 µm.
Figura 3. Micrografias de células VSa13 cultivadas 
durante quatro semanas em condições controlo 
ou de mineralização, e respectiva detecção do ní-
vel de mineralização pelos métodos de vermelho 
de alizarin (A), von Kossa (B), determinação da 
actividade da fosfatase alcalina (C), detecção de 
mucopolissacarídeos e glucosaminoglicanos com 
azul de alcian (D), e detecção de fibras de colagé-
nio com vermelho de sirius (E). A barra representa 
100 µm. 
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ção, dos genes da fosfatase alcalina não-
específica (TNAP), variante da fosfatase 
alcalina cuja importância para a formação 
óssea foi recentemente demonstrada [25], e 
da proteína morfogenética do osso 2 (BMP-2) 
[26], enquanto que nas mesmas condições 
os genes da proteína Gla da matriz (MGP) [8] 
e osteonectina [27] foram reprimidos.
A crescente utilização dos peixes como mo-
delo de estudo dos processos bioquímicos e 
fisiológicos de vertebrados tornou urgente o 
desenvolvimento de novas ferramentas que 
permitam analisar a expressão genética em 
larga escala. Deste modo, a comunidade 
científica internacional, nomeadamente a 
comunidade europeia, reuniu recentemen-
i) físicos ou mecânicos, ii) químicos, iii) virais 
e iv) transfecção de base lipídica, que utili-
za lipossomas ou polímeros catiónicos [23]. 
A abordagem lipídica é a mais amplamente 
estudada e uma das mais utilizadas, devido 
ao facto de ser uma estratégia menos tó-
xica e invasiva [24]. Neste método o DNA é 
misturado com o lípido ou polímero catióni-
co, formando complexos de DNA-reagente, 
que, durante o período de incubação com a 
cultura celular vão ser incorporados por via 
endocítica (Figura 4A). Ao contrário do que 
acontece em muitos sistemas estabelecidos 
de mamíferos, a transfecção em culturas de 
células como as VSa13 ou VSa16 não se en-
contra totalmente optimizada. Como tal, tem 
sido necessária a realização de vários testes, 
utilizando diversos reagentes de transfec-
ção, ajustando parâmetros, como diluição ou 
tempo de incubação, de forma a serem al-
cançadas eficiências mais elevadas. Na figu-
ra 4 é possível observarem-se os resultados 
dessa mesma optimização realizada nas cé-
lulas VSa13. Dos métodos testados foi o que 
utiliza o PEI, polietilenimina, como reagente 
de transfecção, que apresentou os melhores 
resultados (cerca de 40% de eficiência).
Expressão genética
As células VSa13, VSa16 e ABSa15 represen-
tam um modelo adequado para estudar o 
processo de mineralização tecidular em ver-
tebrados, particularmente os genes envol-
vidos neste processo. Nas células VSa13, a 
expressão de genes relacionados com o osso 
e a cartilagem tem sido avaliada durante o 
processo de mineralização in vitro utilizan-
do técnicas de hibridação de tipo northern e 
PCR em tempo real (figura 5). 
Neste sistema em particular, verifica-se 
uma indução, em condições de mineraliza-
Figura 5. Variação da expressão de genes relacionados com o tecido ósseo durante a mineralização in vitro 
das células VSa13. Foi aplicado o tratamento para mineralização nas células VSa13 durante um período de 4 
semanas, após o qual se extraiu o RNA. A expressão do gene de colagénio tipo I (Col1a1), fosfatase alcalina não 
específica (TNAP) e proteína morfogénica do osso 2 (BMP-2) foi analisada por PCR em tempo real (preto) e a 
expressão do gene da osteocalcina (OC), proteína Gla da matriz (MGP), osteopontina (OP) e osteonectina (ON) 
foi analisada por hibridação do tipo Northern (cinzento). N.D., não detectado.
Figura 4. Introdução de DNA nas células VSa13. (A) Representação esquemática do protocolo utilizado para 
transfecção das células VSa13. (B) Eficiências de transfecção medidas após introdução do vector pEGFP-N1 
(contendo o gene indicador da green fluorescent protein ou GFP) nas células VSa13 com fosfato de cálcio (CaP), 
Metafectene (MF), JetPEI (JP), TransPEI (TP), FuGene6 (FG) e polietilenimina (PEI). Os valores de eficiência 
foram obtidos através da contagem de células fluorescentes (verdes) em relação ao total de células em vários 
campos de observação, e pelo menos em 3 ensaios diferentes. N.D., não detectado. (C) Micrografias com luz 
branca (esquerda) e epifluorescência da GFP (direita) de células VSa13 transfectadas com pEGFP-N1 utilizando 
o reagente PEI; as imagens foram obtidas utilizando um microscópio Leica DMLB equipado com uma câmara 
fotográfica DC300 FX e utilizando o filtro de campo azul I3. A barra representa 80 µm.
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no sul de Portugal, está a tornar-se, cada 
vez mais, um modelo reconhecido como 
adequado ao estudo do processo de calci-
ficação e desenvolvimento do esqueleto em 
vertebrados, sendo uma alternativa promis-
sora aos sistemas de mamíferos. De modo 
a complementar as ferramentas molecula-
res e celulares existentes e contribuir para 
o estabelecimento da dourada como mo-
delo de estudo na mineralização do osso, 
o nosso laboratório e outros grupos de in-
vestigação no CCMAR estão, actualmente, 
a desenvolver projectos nessa área, visando 
estabelecer a dourada como modelo in vivo 
para estudos de mineralização tecidular e 
desenvolvimento do esqueleto. Técnicas 
histológicas, para a detecção de estruturas 
mineralizadas, foram já implementadas 
[29] e a microinjecção de embriões de dou-
rada foi recentemente optimizada [30].
disponibilizadas para toda a comunidade 
internacional.
Conclusão
Os novos sistemas celulares in vitro re-
centemente desenvolvidos podem ser fer-
ramentas moleculares importantes para 
análises genéticas em larga escala. A dou-
rada, um dos peixes mais importantes na 
aquacultura dos países mediterrânicos e 
te esforços para a criação de consórcios, 
nomeadamente a rede de excelência Mari-
ne Genomics Europe (MGE), onde o nosso 
laboratório se encontra integrado. Através 
do MGE tem sido possível uma importante 
partilha de conhecimentos e o desenvolvi-
mento de novas ferramentas genómicas, 
como microarrays contendo sondas para 
cerca de 20000 genes de dourada, disponí-
veis para utilização pelos vários parceiros 
científicos [28] e que serão brevemente 
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